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Beschreibung 

Die Erfindung betrrffl ein Verfahren zur Bedeckung einer Oberfiache mit einem Film eines Oligoethylenglykolderi- 
vates durch Aussetzung der Oberfiache einem GlOhentladungsplasma des Oligoethylenglykolderivates. 

5 Wechselwirkungen von Proteinen mil Polymeroberf lachen spielen eine wichlige Rolle in der Diagnoslik, zum Bei- 

spiel beim Einsalz von Polymeren als Festphasen fflr Immunoassays Oder in der Medizintechnik (Implantate). Ein gro- 
Bes Problem ist dabei das Auftreten von unspezrfischer Bindung durch Blutbestandteile, wie zum Beispiel durch 
Serum- Oder Plasmaproteine. Im Falle von Implantaten kann dies zur Entstehung von Blutgerinnseln und Thrombosen 
beitragen, bei Reagenztragern fOr Diagnostika fOhrt unspezifische Bindung zu sogenannten Matrixeffekten, das heiBt, 

w zu einer erhOhten Oder erniedrigten Bindung des Analyten und damN zu felschen Resultaten. Dieses Problem der 
unspezHischen Bindung tritt generell bei alien Oberfiachen auf, die direkl mil Blut Oder Blutbeslandteilen in Kontakt 
kommen. 

In der Vergangenheit wurden verschiedene MOglichkeiten beschrieben, Polymeroberf lach en im Hinblick airf Redu- 
zierung von unspezrfischer Proteinbindung zu modifizieren. Allgemein wird dabei versuchl, sich die adsorptionsvermin- 

i5 dernde Wirkung von irnrnobilisierien Polyeihylenglykolketten zu Nutze zu machen. Dabei werden Oberfiachen 
errtweder naBchemisch modrfiziert (Desai et al. t J. Biomed. Mat. Res., Vol. 25, 829-843 (1991); Kiss et al., Progr. Col- 
loid. & Polymer Sci., 74, 113-119 (1987)) zum Beispiel durch Aminolyse und anschlieBendem Einfuhren von reaktiven 
PolyethylenglykokJerivalen oder durch Aufbringen von acrylderivatisierten Polyethylenglykolen mittels Pfropfung (toto- 
induziert) auf Oberflflchen (Uchida et al., Langmuir, 10, 481-485 (1994)). Diese ModHikationsmethoden erfolgen mehr 

20 oder weniger statistisch und schlecht reproduzierbar. 

BergstrOm et al., WO 92A)7006 beschreibt die ModH izierung von geladenen Oberfiachen mit an Polyethylenglyko- 
len gekoppeltem Polyethylenimin. Die Bindung des Polymers auf die Oberfiache kommt durch rein ionische Wechsel- 
wirkung zustande. Die Modrf izierung arbeitet im waBrigen Milieu, die Polymerschicht ist aber rein ionisch gebunden und 
somit empf indlich gegenuber Schwankungen des pH-Wertes. 

25 Von Lopez et al., J. Biomed. Mat. Res., Vol. 26, 415-439 (1992 ) wurdeder Versuch unternommen, Kunststoffober- 
f Idchen durch Plasmabehandlung in Gegenwart von Tetraethylenglykoldimethylether zu modifizieren. Diese modif izier- 
ten Oberfiachen weisen gegenuber Wasser eine sehr geringe Stabilitat (teilweises AWOsen der Schicht) und eine 
schlecht reproduzierbare Herstellbarkeit auf Die Schichten sind sehr dunn (im Bereich von 10 nm) und eine wertere 
Modifizierung dieser Schichten ist aufkeinen Fall mdglich. 

30 Aufgabe der Erf indung war es daher, die Nachteile des Standes der Technik zu beseitigen und eine mit einem Oli- 
goethylenglykolf ilm bedeckte Oberfiache zur VerfOgung zu stellen, die gut reproduzierbar herstellbar ist, die eine aus- 
reichende Schichtdicke besitzt, die gegen Wasser stabil ist und die eine verminderte unspezifische Bindung von 
Proteinen aufweist. 

Die Aufgabe wird gel6st durch die Erfindung, wie sie in den AnsprOchen charakterisiert ist. 
35 Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bedeckung einer Oberfiache mit einem Film eines Oligoethylengly- 
kolderivates durch Aussetzen der Oberfiache einem GlOhentladungsplasma des Oligoethylenglykolderivates, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Oligoethylenglykolderivat der Formel I 
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- CH 2 - CH = CH 2 
-CH 2 - C = CH 2 

5 - CO - CH = CH 2 

- CO - C = CH 2 

CH 3 

jo und n = 1 -5 bedeuten 

im gepulsten Plasma auf der Oberflache abgeschieden wird. 

Das Verfahren wird beispielsweise in einem GIGhentladungsplasmareaktor entsprechend Fig. 1 durchgefuhrt. In 
einem evakuierbaren Glaskolben bef inden sich zwei Elektroden 8 und 9. Elektrode 8 ist an eine Vorrichtung zur Erzeu- 
gung eines gepulsten Gluhentladungsplasmas angeschlossen. Dabei bedeutet (1) Pulsgenerator, (2 ) Radiofrequenz- 
75 generator, (3 ) Radiofrequenzverstarker. (4) Wattmeter, (5) Zweirichtungskuppler, (6) Oszilloskop, (7) Tuner. In einem 
Teil des Reaktors befindet sich die Probenoberflache (10). Dieser Teil des Reaktors ist mit Heizband (11) umwickelt. 
Durch einen Hahn (12) getrennt befindet sich das Oligoethylenglykolderivat in einem beheizbaren Kolben (13). 

Zu Beginn des Verfahrens wird der Reaktor uber eine Vakuumpumpe (14) leergepumt und durch einen Argonein- 
Ia6 (15) mit Argon geflutet. Bevorzugt wird die Probenoberflache jetzt durch ein gepulstes Argonplasma vorgereinigt. 
20 Nach Evakuierung des Argons wird der Reaktor mit dem gasformigen Oligoethylenglykolderivat geflutet und die Pro- 
benoberflache einem gepulsten Gluhentladungsplasma ausgesetzt. Gepulst heiftt dabei. daB die zur Plasmaerzeu- 
gung benotigte Leistung abwechselnd ein- und ausgeschaltet wird. Bevorzugt ist, wenn die Einzeiten zwischen 3 und 
30 ms, insbesondere zwischen 5 und 15 ms und die Auszeiten zwischen 5 und 600 ms, insbesondere zwischen 100 
und 300 ms liegen. Die Leistung soil dabei bevorzugt zwischen 25 und 200 Watt, besonders bevorzugt zwischen 50 und 
25 100 Watt liegen. Die Exposttionsdauer der Probe kann bevorzugt zwischen 5 min und 120 min. liegen. 

Der Druck des Oligoethylenglykolderivates im Reaktor liegt dabei bevorzugt zwischen 70 und 350 mm Quecksilber. 
Bevorzugt wird eine Verbindung der Formel I mit n=3 benutzt, ganz besonders bevorzugt Triethylenglykolmonoal- 
lylether. Im Fall von X = H ist eine spatere WeitermodHikation der freien OH Gruppen moglich. 

Als Probenoberflache kommen alte Oberflachen in Betracht, bevorzugt Kunststoffe wie z.B. Polystyrol, Polypropy- 
30 len, Polyolefine, Polyacrylate, Polycarbonate, Pdytherephthalate Oder PVC. 

Im Unterschied zu einem Veilahren mit konstanter Plasmaleistung (continuous wave) sind die erhaltenen Schich- 
ten des Oligoethylenglykolderivates auf der Oberflache mit dem erfindungsgemaBen Verfahren wesentlich dicker (min- 
destens 200 nm) und bestandig gegen Wasser. Sie zeigen eine sehr geringe unspeziftsche Bindung von Proteinen. 
Durch Variation von Leistung, An- und Auszeiten des Plasmas sind die Schichten kontrollierter herstellbar. Die verwen- 
35 dete Polymerisationstechnik erlaubt damit eine Kontrolle uber Eigenschaften der aufgebrachten Schicht wie Schtcht- 
dicke, Elementzusammensetzung, Stabtlitat und funktionelle Gruppen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine mit einem Film eines Oligoethylenglykolderivat bedeckte Oberfla- 
che hergestellt nach dem erfindungsgemaBen Verfahren. 

40 Beispiel 1 

Herstelluna von Triethvlenglvkolmonoallvlether 

180 g Triethylenglykol (1 mol) wurde in 100 ml DMSO gelost und 106 g (2 mol) zum Pulver zerriebenes Kaliumhy- 
45 droxid wurde unter Ruhren zugegeben. Zu dieser Mischung wurde 122 g Allylbromid (1 mol) in kleinen Portionen zuge- 
geben und der Ansatz 12 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Diese Mischung wurde anschlieGend filtriert und im 
Vakuum destilliert. Das Produkt destilliert bei einer Temperatur von 82° C und 0.017 mbar. 

1 H-NMR (CDCI 3 )6 = 2,62 (s, 1H) 3,55-3.75 (m, 12H) 4,02 (d, 2H) 5.12-5,35 (m. 2H) 5.71-6.05 (m, 1H) 

so Beispiel 2 

Herstelluna einer Plasmaschicht durch Plasmapolvmerisation von Triethvlenalvkolmonoallvlether 

Die Plasmapolvmerisation wurde in einem Plasmareaktor gemaft Figur 1 durchgefuhrt. Als Pulsfolgen wurden 10 
55 ms-Pulse mit Auszeiten zwischen 10 und 300 ms verwendet (z.B. 10/200 ms = 10 ms An- und 200 ms Auszeit). 

Als Substrate wurden PolystyrolsprrtzguBteile (gereinigt in Ethanol / Wasser 1 :2) und Polyethylerttherephthalatfolie 
(gereinigt in Aceton) verwendet. Das monomere Triethylenglykolmonoallylether wurde vor dem ProzeB mehrfach ent- 
gast und die Probenoberflache durch ein zehrminutiges Behandeln mit gepulst em Argonplasma gereinigt (Bedingun- 
gen; 100 Watt, 10 min., 10/100 ms ). Fur die Deposition wurde der EinlaBbereich des Reaktors, in welchem sich auch 
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die Probe befand, auf 65° C erhitzt. Der Kolben mit dem Monomeren wurde auf 85° C erhitzt und diese Temperatur 
wahrend des gesamten Prozesses konstant gehalten. Dann wurde der Reaktor mit dem Monomeren geftutet und das 
Plasma gezOndet. Die Beschichtungszeiten variierten mit der Lang e der Aus2eitdes gepulsten Plasmas. Bei Auszerten 
von 10 ms wurde der ProzeG uber einen Zeitraum von 10 min. gefuhrt, bei Auszerten des Plasmas von 200 ms wurde 
die Beschichtung Ober 60 min. gefuhrt. Die resultierenden Schichtdicken lagen in alien Fallen zwischen 350 und 1 200 
nm. Der Partialdruck des Monomeren im Reaktor betrug vor der Zundung des Plasmas 37 mtorr. Nach der Zundung 
des Plasmas variierte der Druck ebenfalls abhangig von der Auszeit zwischen 80 und 160 mtorr. 

Belspiel 3 

Proteinadsorption: Adsorptionsunters uchuna mit f luoreszenzmarkiertem Fibrinogen 

Rindeiiibrinogen wurde mit Resorufin-OSu-ester (Boehringer Mannheim) fluoreszenzmarkiert (Beladung 1:1). Das 
Konjugat wurde in einer Konzentration von 1 mg / ml in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 gelOst. Diese Losung 
wurde auf die piasmabehandelten Probenoberflachen (PolystyroispritzguBteile) aufgebracht. Es wurde 2 Stunden inku- 
biert und anschlieGend mit reiner Pufferlosung abgespult. Die Probenoberflachen wurden anschlieBend mittels Fluo- 
reszenzmikroskop betrachtet und die Fluoreszenz der Oberfiache mittels CCD-Kamera und BikJauswertung 
(Optimetric, Firma Stehmer, Munchen) als mittlere Grauwerte eines def inierten Bildausschnitts quantif iziert. 
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Mittlerer Grauwert 


Untergrund: Polystyrol 


72 


Fibrinogen auf unbehandeltem Polystyrol 
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Fibrinogen auf Oberfiache behandelt mit continous wave Plasma 25 Watt 


140 


Fibrinogen auf Oberfiache behandelt mit continous wave Plasma 50 Watt 


170 


Fibrinogen auf Oberfiache behandelt mit gepulstem Plasma 10 / 10 ms f 50 Watt 
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Fibrinogen aul Oberfiache behandelt mit gepulstem Plasma 10 / 50 ms t 50 Watt 
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Fibrinogen auf Oberfiache behandelt mit gepulstem Plasma 10 / 100 ms. 50 Watt 
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Fibrinogen auf Oberfiache behandelt mit gepulstem Plasma 10 / 200 ms, 50 Watt 


74 



Die mit gepulstem Plasma behandelten Oberf lachen weisen eine sehr geringe Adsorption von Fibrinogen auf. 
Beispiel 4 

Proteinadsorption: Adsorptionsversuche mit radioaktiv markiertem Albumin 

Die Proteinadsorptionsexperimente wurden mit radioaktiv markiertem 125 i-Albumin durchgefuhrt. Hierzu wurden 
beidseitig beschichtete PET-Folien in die entsprechende Albuminlosung gestellt, mehrfach gewaschen und anschlie- 
Gend im rSpektrometer vermessen. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Figur 2 dargestellt. Dabei bedeutet der 
linke Balken die Adsorption an Albumin, der rechte Balken die Retention nach Spulen mit einer Tensidlosung. 

Belsoiel 5 

Charakterisierunq der Oberfiache als Flache mittels ESCA 

In Abbildung 3 werden die C1s und Ols ESCA-Spektren von Plasmafilmen von Triethylenglykolmonallylether. 
abgeschieden bei 100 Watt und Pulsraten von 10 / 200 ms., 10 / 100 ms, 10 / 50 ms und 10 / 10 ms, dargestellt. Mit 
zunehmender Auszeit des Plasmas ist eine Intensitatszunahme der C-O-Bande bei 286,5 eV im ESCA erkennbar bei 
gleichzeitiger Abnahme der C-C-Bande bei 284,6 eV. Dies ist auf einen starkeren Strukturerhalt des Monomeren bei 
"mikJen" Plasmabedingungen zuruckzufuhren, das heiBt, das C/O-AtomverhaJtnis ahnelt bei langen Auszeiten am mei- 
sten dem des Monomeren. In TabeJIe 1 sind die entsprechenden Kontaktwinkel zu Wasser und die Elementzusammen- 
setzung zusammengefa3t und mit den theoretischen Werten des Monomeren verglichen. Je Weiner der Kontaktwinkel 
und je Weiner das C/O-Verhaitnis urn so hydrophiler ist die Oberfiache. 

In Abbildung 4 werden die Cls und Ols ESCA-Spektren von Plasmafilmen von Triethylenglykolmonoallylether. 



EP 0 780 423 A2 



abgeschieden bei 50 Watt und Pulsraten von 10 / 200 ms, 10 / 100 ms. 10 / 50 ms und 10 /10 ms, dargestellt. Auch in 
diesem Fall ist ein starker Strukturerhalt des Monomeren erkennbar, der bedingt durch die geringere Plasmaleistung 
sogar deutlicher auttrrtt als im Fall der hdheren Leistung. In Tabelle 2 sind die Kontaktwinkel und Elementzusammen- 
setzungen dieser Schichten analog zu Tabelle 1 zusammengefafit. 



Tabelle 1 



Probe 


Kontaktwinkel Oa / Or 


Elementverhaltnis C / 
O 


Triethylenglykolmonoallylether (berechnet) 




2,25 


10/200 ms, 100 Watt 


47/23 


2.25 


10/100 ms. 100 Watt 


57/25 


2,36 


10 /50 ms, 100 Watt 


58/30 


2.S3 


10 /10 ms, 100 Watt 


66/30 


3,15 



20 

Tabelle 2 



25 



Probe 


Kontaktwinkel Oa / Or 


Elementverhdrtnis C / 
O 


10/200 ms, 50 Watt 


47/24 


2,05 


10/100 ms, 50 Watt 


49/29 


2.33 


10 /50 ms. 50 Watt 


55/40 


2,34 


10/ 10 ms. 50 Watt 


62/33 


3.02 



35 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bedeckung einer Oberflache mit einem Film eines Oligoethylenglykolderivates durch Aussetzen der 
Oberflache einem Gluhentadungsplasma des Oligoethylenglykolderivates, dadurch gekennzeichnet, daS ein Oli- 
goethylenglykolderivat der Formel I 

40 
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- CH2 - CH = CH 2( 
-CH,-C = CH 2 

- CO - CH = CH, Oder 
-CO 



■C = CH, 
CH, 
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und n = 1-Sbedeulen 

im gepulsten Plasma auf der Oberflache abgeschieden wird. 

is 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. da (3 die Einzeiten des gepu'sten Plasmas zwischen 3 und 
30 ms und die Au&zeiten zwischen 5 und 600 ms liegen. 

3. Verfahren gemaft Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da (3 die zur Plasmaerzeugung erforderliche Lei- 
stung zwischen 25 und 200 Watt liegt. 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



4. Verfahren gemaf) Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft n = 3 ist. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da 6 das Oligoethylenglykolderivat Tr iethylengly kd mono- 
all yi ether ist. 

6. Mit einem Film eines OligoethylenglykokJerivates bedeckte Oberflache, hergestellt nach einem Verfahren gemaB 
einem der Anspruch e 1 bis 5. 
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(N) sjunoo 



8 



EP 0 780 423 A2 




100 Watts, 10/10 ms 
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